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Die Erfindung beinhaltet die Anwendung eines Verfahrens, 
bei dem durch die Reduktion von Dipeptidyl Peptidase {DP 
IV-) bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat im Blut eines 
Singers durch Verabreichung von Effektoren, in kausaier 
Foige die endogenen (oder zusatzlich exogen verabreichten) 
insuiinotropen Peptide Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 
(GtP,j2) und Glucagon-Uke Peptide Amide-I 7-36 (GLP- 
1^_3g) fo. a. GLP-1,^7 Oder deren Analoga) durch DP IV- und 
DP ]V-ahniiche Enzyme vermindert abgebaut werden und 
damit die Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormcne 
bzw. ihrer Analoga verringert bzw. verzogert wird. 
In Folge dieser, durch die Wirkung von DP IV- Effektoren 
erzielten, erhohten Stafailitat der (endogen vorhandenen 
Oder exogen zugefuhrten) Integrine oder Ihrer Analoga, die 
damit vermehrt fur die insulinotrope Stimulierung der Inte- 
grin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen im Pankreas 
zur Verfugung stehen, verandert sich die Wirksamkeit von 
korpereigenem Insulin, was eine Stinnulierung des Kohlehy- 
dratstoffwechsels des behandeiten Organismus nach sich 
zieht. 

Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fur 
Hyperglykamie charakteristische Glukosekonrentration im 
Scrum des behandeiten Organismus. Damit konnen Stoff- 
wechselanomalien wie Glukosurie, Hyperlipidamie sowie 
mfigliche schwere metabolische Azidosen, Diabetes melli- 
tus, die die Folge langerer, erhohter Glukosekonzentrationen 
im Blut sird, verhindert bzw. gemildert werden. 
Das erfindungsgemaBe ... 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder etngeraichten Unterlagen entnomtnen 
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Be&chreibung 

Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfahren zur 
Senkung der Blutzuckerkonzentration mit Hilfe von ak- 
tivitatsmindernden Effektoren (Substraten, Pseudosub- 
straten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, Antikorpern 
u. a.) fur Enzyme mit vergleichbarer oder identischer 
Aktivitat zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Di- 
peptidyl Peptidase IV, 

Neben Proteasen, die in unspezifische Proteolyse ein- 
bezogen sind, was Ictztlich den Abbau von Proteinen zu 
Aminosauren bewirkt, kennt man regulatorische Pro- 
teasen, die an der Funktionaiisierung (Aktivierung, De- 
aktivierung, Modulierung) von endogenen Peptidwirk- 
stoffen beteUigt sind [FCIRSCHKE, LANGNER, J. 
RIEMANN, S, WIEDERANDERS, B., ANSORGE, S. 
and BOHLEY, P,, Lysosomal cysteine proteases. Ex- 
cerpta Medica (Ciba Foundation Symposium 75), 15 
(1980); KRAUSSLICH, H.-G. and WIMMER, E., Viral 
Proteinases. Ann. Rev. Biochem. 57, 701(1987)]. Insbe- 
sondere im Zusammenhang mit der Immunforschung 
und der Neuropeptidforscfaung sind eine Reihe solcher 
sogenannten Konvertasen, Signalpeptidasen oder En- 
kephalinasen entdeckt worden [GOMEZ, S, GLUSCH- 
ANKOF, P, LEPAGE, A, MARRAKCHI, N. and CO- 
HEN. P., Proc Natl. Acad. Sci. USA 85, 5468 (1988); 
ANSORGE, S. and SCHON, E., Histochem. 82, 
41(1987)]. 

Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens der Ami- 
nosaure Prolin in eincr Vielzahl von Peptidliormonen 
und den damit verbundenen Struktureigenschaften die- 
ser Peptide wird fur prolinspezifische Peptidasen eine 
den Signalpeptidasen analoge Funktion diskutiert [YA- 
RON, A, The Role of Proline in the Proteolytic Regula- 
tion of Biologically Active Peptides. Biopolymers 26, 215 
(1987); WALTER, R. SIMMONS, W. H. and YOSHI- 
MOTO, T., Proline Specific Endo- and Exopeptidases. 
MoL CeU Biochem. 30, 111(1980); VANHOOF, G, GO- 
OSSENS. F, DE MEESTER. I., HENDRIKS. D. and 
SCHARPfi, Proline motifs and their biological pro- 
cessing. FASEB Journal 9, 736 (1995)} Dabei bestinmit 
Prolin in diesen Peptiden durcb seine besondere Struk- 
tur sowohl Konformation als auch Stabilit^t dieser Pep- 
tide, indem sie vor Abbau durch unspezifische Protea- 
sen schatzt [KESSLER, R, Konformation und biologi- 
sche Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 
94, 509 (1982)]. Enzyme, die dagegen hochspezifisch 
strukturvcrandemd auf Prolin-haltige Sequenzen ein- 
wirken (HIV-Protease, Cyclophylin u. a.) sind attraktive 
Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschung. Insbesondere 
fiir die nach dem Prolin spaltenden Peptidasen Prolyl 
Endopeptidase (PEP) und Dipeptidyl Peptidase IV (DP 
IV) konnten Beziehungen zwischen der Modulation der 
biologischen Aktivitat von naturlichen Peptidsubstraten 
und deren selektiver Spaltung durch diese Enzyme 
wahrscheinlich gcmacht werden. So nimmt man an, daB 
PEP eine Rolle beim Lemen bzw. im GedachtnisprozeB 
spielt und DP IV in die Signalubertragung wahrend der 
Immunantwort ein bezogen ist pSHIURA, S., TSUKA- 
HARA. T, TABIRA, T, SHIMIZU, T., ARAHATA K. 
and SUGITA. FEBS-Lettcrs 260, 131(1990); HE- 
GEN. M.. NIEDOBITEK, G.. KLEIN, C E, STEIN, R 
and FLEISCHER. B., J of Immunology 144, 2908 (1990)]. 

Ahnlich wie die auBerordentliche ProlinspezLfit^t die- 
ser Enzyme wird ihre hohe SelektivitSt ftlr die Amino- 
saure Alanin innerhalb typischer Erkennungsregionen 
in Substraten dieser Enzyme diskutiert, wonach Alanin- 
haltige Peptide ahnliche Konformationen einnehmen 
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konnen wie strukturanaloge ProlLn-haltige Peptide. 
Kurzlich wurden derartige Eigenschaften Alaninhalti- 
ger Peptidketten durch Punktmutation (Austausch von 
Prolin gegen Alanin) nachgewiescn [DODGE, R W. and 
5 SCHERAGA, H. A, Folding and unfolding kinetics of 
the proline-toalanine mutants of bovine pancreatic ribo- 
nuclease A. Biochemistry 35 (5) 1548 (1996)]. 

DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. besitzt die 
cytosolische DP II eine der DP IV nahezu identische 

10 Substratspezifitat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie 
hochspezifisch Dipeptide vom N -Terminus biologisch 
aktiver Peptide abspaltet, wenn Prolin oder Alanin die 
benachbarten Reste der N-terminalen Aminosaure in 
deren Sequenz darstellen. Deshalb wird davon ausge- 

15 gangen, daB dieses Enzyra an der Regulation von Poly- 
peptiden in vivo beteiligt ist [VANHOOF, G^ GOOS- 
SENS, F, DE MEESTER, I, HENDRIKS, D. and 
SCHARPfe, S^ Proline motifs and their biological pro- 
cessing, FASEB Journal 9, 736 (1995)]. 

20 Die Glukose-abhangigen insulinotropen Polypeptide: 
Gastric Inhibitory Polypeptide 1—42 (GIPi-42) und 
Glucagon- Like Peptide Amide- 1 7—36 (GLP-I7-36), 
Hormone, die die Glukoseinduziertc Insuiinsekretion 
des Pankreas stimulieren (auch Integrine), sind Substra- 

25 te der DP IV, da sie von den N-terminalen Sequenzen 
dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl- Alanin bzw, Hi- 
stidyl- Alanin in vitro und in situ abspalten kann [MENT- 
LEIN, R., GALLWITZ, B, and SCHMIDT, W. E, Dipep- 
tidyl Peptidase IV hydrolyzes gastric inhibitory poly- 

30 peptide, glucagon-like peptide- 1 (7— 36)amide, peptide 
histidine methionine and is responsible for their degra- 
dation in human serunu Eur. J. Biochem. 214, 829(1993)]. 

Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger EnzymaktivitSLt zur Spaltung solcher Substrate in 

35 vivo kann dazu dienen, unerwunschte Enzymaktivitat 
unter Laborbcdingungen als auch in pathologischen Zu- 
standen von Sauger-Organismen wirksam zu unterdruk- 
ken [DEMUTH, R-U., Recent developments in the irre- 
versible inhibition of serine and cysteine proteases. I 

40 Enzyme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH, H.-U. 
and HEINS, ]., On the catalytic Mechanism of Dipepti- 
dyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in 
Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, 
Ed) R. G. Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 

45 1—35 (1995)]. Z. B. basiert Diabetes mellitus Typ 11 
(auch Altersdiabetes) auf einer verminderten Insuiinse- 
kretion bzw. St6rungen in der Rezeptorfunktion, die 
u. a. in proteolytisch bedingten Konzentrationsanoma- 
lien der Integrine begrOndet sind [BROWN, J. C, 

50 DAHL, M, KWAWK, S, MCINTOSH, C H. OTTE, 
S. C and PEDERSON, R. A. Peptides 2, 241 (1981); 
SCHMIDT, W. E., SIEGEL, E. G. GALLWITZ, B. 
KUMMEL, H., EBERT, R. and CREUTZFELDT, W, 
Characterization of the inulinotropic activity of frag- 

55 ments derived from gastric mhibitory polypeptide. Dia- 
betologia 29, 591A (1986); ADELHORST, FL, HEDE- 
GAARD, B. a, KNUDSEN, L. B. and KIRK, O. Structu- 
re-activity studies of glucagonlike peptide. J. Biol Chem. 
296,6275(1994)]. 

60 Hyperglykamie und damit verbundene Ursachen 
bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes mellitus) wer- 
den nach gegenwSrtigera Stand der Technik durch die 
Verabreichung von Insulin (z. B, von aus Rinderpankre- 
as isoliertem oder auch gentechnisch gewonnenem Ma- 

65 terial) an erkrankte Organismen in verschiedenen Dar- 
reichungsformen behkndelt. Alle bisher bekannten, als 
auch die modemeren Verfahren zeichnen sich durch 
hohen Materiaiaufwand, hohe Kosten und oft durch ent- 
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scheidende Beeintrachtigungen der Lebensqualitat der 
Patienten aus. Die klassische Methode (tSgiiche i. v . . 
Insulin-Injektion, Qblich seit den dreiSiger Jahren) be- 
handelt die akuten Krankheitssymptome, fahrt aber 
nach langerer Anwendung u. a. zu schweren GefaBver- 
anderungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen 
FLACY, Status of Islet Cell Transplantation. Diabetes 
Care 16(3)76(1993)]. 

Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot- 
Implantate (die Insulinabgabe erfolgt dosiert, und die 
taglichen Injektionen entfallen) sowie die Implantation 
(Transplantation) intakter Langerhansscher Zellen in 
die funktionsgestcSrte Pankreasdruse oder andere Or- 
gane und Gewebe vorgeschlagen. Deranige Transplan- 
tationen sind tcchnisch aufwendig. Weiterhin stellen sie 
einen risikobehafteten chirurgischen Eingriff in den 
Empfangerorganismus dar und verlangen auch bei Zell- 
verpflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. 
der Umgehung des Inimunsystems [LACY, P^ Treating 
Diabetes with Transplanted Cells. Sci. Americ. 273 (1) 
40-46(1995)]. 

Die moglichst orale Applikation hochaffiner, nieder- 
molekularer Enzyminhibitoren dagegen ist eine kosten- 
giinstigere Alternative z. B. zu invasiven chirurgischen 
Techniken bei der Behandlung pathologischer Erschei- 
nungen. Derartige Enzyminhibitoren finden inzwischen 
therapeutischen Einsatz als Immunsuppressiva, Anti- 
thrombotika und als AIDS-Virostatika. Durch chemi- 
sches Design von Stabilitats-, Transport- und Clearen- 
ce-Eigenschaften kann deren Wirkungsweise modifi- 
ziert und auf individuelie Eigenschaften abgestimmt 
werden [SANDLER, M. and SMITH, H. J, Hrsg., Design 
of Enzyme Inhibitors as Drugs. Oxford University Press, 
Oxford (1989); MUNROE, ]. E-, SHEPHERD, T, A. 
JUNGHEIM, L N, HORNBACK, W. J. HATCH, S. D, 
MUESING, M, A, WISKERCHEN, M. A, SU, K. 
CAMPANALE, K. M., BAXTER, A. and COLACINO, 
J. Potent, orally bioavailable HIV- 1 protease inhibi- 
tors containing noncoded D-amino acids. Bioorg. Medi- 
cinal Chem. Letters 5 (23) 2897 (1995)]. 

Das Ziel der Erfindung ist ein einfaches und neuarti- 
ges Verfahren zur Senkung des Blutgiukosespiegels, das 
erfindungsgemaB dadurch erreicht werden kann, daB 
mittels Verabreichung von Effektoren an einen Sauger- 
organismus, in kausaler Folge die endogenen (oder zu- 
satzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide 
GIPi-42 und GLP-17-36 (o^ GLP-I7-37 oder deren 
Analoga) durch DP IV- oder DP IV-ahnliche Enzyme 
verraindert abgebaut werden und damit die Konzentra- 
tionsabnaJune dieser Pepdidhormone bzw. ihrer Analo- 
ga verringert bzw. verz5gert wird. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zu- 
grunde, daB eine Reduktion der im Blutkreislauf agie- 
renden DP IV- oder DP IV-ahnlichen enzymatischen 
Aktivitat kausal zur Beeinflussung des Blutzuckerspie- 
gels fUhrt. Es wurde gefunden, daS 

1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analo- 
ger Aktivitat zu reiativer Stabilitatserhohung der 
Glukose-stimulierten, oder extern zugefiihrten In- 
tegrine (oder deren Analoga) zur Folge hat, d. h. 
durch Applikation von Effektoren der DP IV- bzw. 
DP IV-analoger Proteine der Integrin-Abbau im 
Blut kontrolliert werden kann. 

2. erhohte bioiogische Abbaustabilitat der Integri- 
ne (oder ihrer Analoga) eine Wirkungsveranderung 
endogenen Insulins zur Folge hat 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-ana- 



iogen enzymatischen Aktivitat im Blut erzielte Sta- 
bilitatserhohung der Integrine in nachfolgender 
Verandening der Glukoseinduzierten Insulinwir- 
kung resultiert und damit zu einer minels DP IV- 
5 Effektoren kontrollierbaren Moduliening des Blut- 
Glukosespiegels fiihrt. 

Die erfindungsgemaB applizierten Effektoren der DP 
IV- bzw. DP rV-analoger Enzyme konnen in pharma- 

10 zeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen ais In- 
hibitorcn, Substrate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der 
DP IV- Expression, Bindungsproteine oder Antikorper 
dieser Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen 
verschiedenen Stoffen, die DP IV- bzw. DP IV-analoge 

15 Proteinkonzcntration im Saugerorganismus reduzieren, 
zum Einsatz konunen. Erfindungsgemafie Effektoren 
sind z. B. DP IV- Inhibitoren wie die Dipeptidderivate 
bzw. Dipeptidmirnetika Alanyl-Pyrolidid, Isoieucyl- 
Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl- Prolyl, 

20 O-BenzoyI Hydroxylamin. Derartige Verbindungen smd 
aus der Literatur bekannt [DEMUTH, H.-U, Recent 
developments in the irreversible inhibition of serine and 
cysteine proteases. J. Enzyme Inhibition 3, 249 (1990)] 
oder in Analogic zu den in der Literatur beschriebenen 

25 Methoden herstellbar. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt eine neuarti- 
ge Herangehensweise zur Senkung erhohter Blutgluko- 
sekonzentration im Serum von Saugern dar. Es ist ein- 
fach, kommerziell nutzbar und zur Anwendung bei der 

30 Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die auf iiber- 
durchschnittiichen Blutglukosewerten basieren, in der 
Humanmedizin geeigneL 

Die Effektoren werden in Form von pharmazeuti- 
schen Praparaten enthaltend den Wirkstoff in Kombina- 

35 tion mit ublichen aus dem Stand der Technik bekannten 
Tragermateriaiien verabreicht. Beispielsweise werden 
sie parenteral (z. B. i. v., in physiologischer Kochsalzlo- 
sung) oder enteral (z. B. oral, formuiiert mit ublichen 
Tragermateriaiien wie z. B. Glukose) appliziert 

40 In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und 
ihrer Bioverfiigbarkeit miissen einfache oder auch 
mehrfache Gaben der Effektoren erfolgen, um die er- 
wiJnschte Normalisierung der Blutglukosewerte zu er- 
reichen. Z. B. kann im Falle von Aminoacyl-Thiazolidi- 

45 den ein solcher Dosisbereich zwischen 1.0 mg und 
1 0.0 mg Eff ektorsubstanz pro Kilogramm liegen. 

Ausfuhrungsbeispiele 



50 Beispiel I 

Inhibierung der DP IV-kataiysierten Hydrolyse der 
Integrine GIPi - 42 und GLP- 1 7 - 36 in situ 

55 Sowohi in vitro mit gereinigtem Enzym als auch in 
situ, z. B. in gepooltem humanem Serum, kann man die 
Hydrolyse der Integrine, verursacht durch DP IV- bzw. 
DP IV-analoge Aktivitat, nachweisen bzw. mit Hilfe von 
Inhibitoren unterdriicken (Abb. 1). 

60 ErfmdungsgcmaB erreicht man in situ bei Inkubation 
von 30 ^M GIPi-42 bzw. 30 ^M GLP-lr-se und 20 \M 
Isoleucyl-Thiazolidid (la), einem reversiblen DP IV- In- 
hibitor in 20%-igem Serum bei pH 7.6 und SO^C die 
komplette Unterdriickung der Enzym-katalysierten Hy- 

65 drolyse beider Peptid-hormone innerhalb von 24 Stun- 
den (lb und Ic, jeweils obere Spektren. Synthetisches 
GIPi_42 (5 ^iM) und synthetisches GLP- 1 7 -36 (15 ^M) 
wurden mit humanem Serum (20%) in 0. 1 mM TRICI- 
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NE Puffer bei pH 7.6 und 30'C fur 24 Stunden inkubicrt 
Proben der Inkubationsansatze (fur GIPi -42 2^ pmol 
und im Falle von GLP-I7-36 75 pmol) wurden nach 
verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben wurden 
mix 2',6'-Dihydroxyacetophenon als Matrix co-kristalli- 5 
siert und mittels MALDI-TOF-Massen-spektrometrie 
analysiert Die Spektren (Abb. 1) stellen Akkumulatio- 
nen von 250 einzelnen Laserschussen pro Probe dar. 

(lb) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 ±53 10 
entsprechen GIPi -42 (M4975.6) und m/z 4745^ ± 
55 dem DP IV-Hydrolyseprodukt GIP3-42 
(M4740.4). 

(Ic) Die Signale m/z 3325.0 ± \2 entsprechen 
GLP-17-36 (M3297.7) und m/z 3116.7 ± 13 dem 15 
DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-I9-36 (M3089.6). 

In den Versuchsansatzen ohne Inhibitor wurden die 
Integrine in dieser Zeit fast vollstandig abgebaut 
(Abb. 1 b und 1 c, jeweils unterc Spektren). 20 

Beispiel 2 

Inhibierung des Abbaus von GLPi -42 durch den DP 

IV-Inhibitor Isoleucyl-Thiazolidid in vivo 25 

Verfolgt man den Metabolismus der nativen Integrine 
(hier GLP-I7 -35) im Serum der Ratte in AbhSjigigkeit in 
Gegenwart des DP IV-Infaibitors Isoleucyl-Thiazolidid 
(i. v. Injektion einer \3 ^tM Inhibitoriasung in 0.9%-iger 30 
Kochsalzl6sung) gegenflber einer Kontrolle, so ist bei 
einer Konzentration des Inhibitors Isoleucyl-Thiazoli- 
did von ca, 0.1 mg/kg Laborratte bei den Inhibitor-be- 
handelten Versuchstieren (n 5) im Verlaufe des Ver- 
suchszeitraums kein Abbau des insulino-tropen Peptid- 35 
horraons GLP-I7-36 zu beobachten (Abb. 2). 

Zur Detektion der Metaboliten in Anwesenheit und 
Abwesenheit des DP IV-Inhibitors (20 Minuten nach 
vorheriger L v.-Inhibitor- bzw. Kochsalzgabe) erhielten 
die Versuchs- und KontroUtiere L v. 50—100 pM 40 
^^I-GLP-l7-36 (spezifische Aktivitat ca. 1 p.MCi/pM). 
Blutproben wurden nach 2—5 min entnommen und das 
Plasma mittels 20% AcetonitriJ extrahiert Nachfolgend 
wurde der Peptidextrakt mittels RP-HPLC separiert 
und die Radioaktivitat der Fraktionen an einem y-Coun- 45 
ter analysiert Die gefundene Aktivitat ist in cpm (count- 
sper minute relativ zum Maximum angegeben). 

Beispiel 3 

50 

Modulation der Insulinwirkung und Senkung des 
Blutglukosespiegels nacdi L v, Applikation des DP 
IV- Inhibitors Isoieuzyl-Thiazolidid in vivo 

An der durch intraduodenale (i.d) Injektion Glukose- 55 
stimulierten Ratte, kann durch i. v. Gabe verschiedener 
DP IV-Effektoren, z. B. von 0.1 mg Isoleucyl-Thiazolidid 
pro kg Ratte eine auf die Inhibitorwirkung zurQckge- 
hende, zeitlich verzOgert einsetzende Senkung des Glu- 
kosespiegels beobachtet werden. Dieser Effekt ist do sis- so 
abhangig und nach Absetzen der Infusion von 0.05 mg/ 
min des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid pro kg 
Ratte reversibeL Die i. v. Applikation der gleichen Glu- 
kosemenge von Inhibitor-behandelten und KontroU- 
Tieren zeigt im Gegensatz zur den Id. Glukose-stimu- 65 
lierten Versuchstieren keine vergleichbare Wirkung. 

Abb. 3 verdeutlicht diese Zusammenhange an den In- 
hibitor-abhangigen Verfinderungen der Plasmaparame- 
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ter: A — DP IV-Aktivitat, B — Plasma-Insulinspiegel, C 
— Blutglukosespiegel. 

Die Versuchstiere (n = 5, mannliche Wistar-Ratten, 
200— 225 g) erhielten als Initialdosis 1.5 p,M Isoleucyl- 
Thiazolidid in 0.9%-iger Kochsalzlosung ( A) oder glei- 
che Volumina 0.9%-ige Kochsalzlosung ohne Inhibitor 
(■) (Kontrollgruppe n = 5). Die Versuchsgruppe er- 
hieit weiterhin eine Infusion des Inhibitors von 
0.75 p,M/min uber 30 min Versuchszeit (*). Der Kon- 
trollgruppe wurde im gleichen Zeitraum eine Inhibitor- 
freie 0.9%-ige Kochsalzlosung infundiert Zum Zeit- 
punkt t = 0 erhielten die Tiere i.d. eine Glukosedosis von 
1 g/kg 40%-iger Dextroselosung (w/v). 

Allen Versuchstieren wurden Blutproben in zehn Mi- 
nutenabstanden entnommen, Glukose Messungen er- 
folgten am Vollblut (Lifescan One Touch II analyzer) 
wahrend die DP IV-Aktivitat und die Insulinkonzentra- 
tionen im Plasma bestimmt wurden. 

Der hier angewandte Insuiintest ist empfindlich zwi- 
schen 10 und 160 mU/ml [PEDERSON, R. A, BU- 
CHAN, A- M. ZAHEDI-ASH. CHEN, C B. & 
BROWN, J. C Reg. Peptides 3, 53-63 (1982)]. Die DP 
rV-Akdvitat wurde spcktralphotometrisch bestimmt 
[DEMUTH, H.-U. and HEINS, J, On the catalytic Me- 
chanism of Dipeptidyi Peptidase IV. in Dipeptidyl Pepti- 
dase rv (CD 26) in Metabolism and the Immune Re- 
sponse (B. Fleischer, Ed.) R. G. Landes, Biomedical Pu- 
blishers, Georgetown, 1—35 (1995)], Alle MeBwerte 
sind ais Mittelwerte mit Standardabweichung angege- 
ben. 

Patent anspruche 

1. Verwendung von Effektoren der Dipeptidyl Pep- 
tidase (DP rV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivi- 
tat zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die 
ftir Hyperglykamie charakteristische Glukosekon- 
zentration im Serum eines Sauger-Organismus, 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeiciinet, daB die Verabreichung von Effekto- 
ren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymak- 
tivitat an Sauger der Verhinderung oder Milderung 
pathologischer Stoffwechsel-Anomalien von Sau- 
ger-Organismen ausgewfihlt aus Glukosurie, Hy- 
perlipidamie, metabolischer Azidosen und Diabe- 
tes mellitus dient 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Effektoren der Dipeptidyl 
Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymak- 
tivitat Inhibitor en. Substrate, Pseudosubstrate, In- 
hibitoren der DP IV-Expression. BLndungsproteine 
Oder Antikorper dieser Enzymproteine oder Kora- 
binationen der genannten Effektoren verwendet 
werden. 
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Abb. 1 : MALDI-TOF- Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIP m2 (b) und 
GLP-7.36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a). 
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Abb. 2; HPLC- Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und in 
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo. 
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Abb, 3 EinfluB des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid auf verschiedene 
Blutparameter der r.^s^.-Glukose-stimulierten Ratte. 
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Process for Lowering the Blood Glucose Level in Mammals 

The invention comp-rises the ap'plication C'f a pr«jcess 
wherein, by reducing the dipeptidyl peptidase (HiP IV) c-r DP IV- 
like enzyme activity in the bleed :f a mammal via the 
administrat ic^n of effectors, the endcgenous for additi'i^nal 
exogenous ly administrated ) insulinc^t ropdc pep^tides , gast ri c 
inhibitory polypeptides l--'2 (i3IP..; ) anc glucag-jn-li ke peptides, 
amide-1 7-36 (GLP-17 -.^^ ) (the mentioned GLP-1_,- or other the 
analogs) are less degraded by tne b? IV and DP IV-like enzymes 
and, in tnis way, the concent rat i^jn reductic>n c^f tnese pep'ti<ie 
hi^rmones c-r their analc-gs is reducea c-r delayeo. 

As a cc'nsequence of this, via the increased stability C'f the 
(endogenously existing c^r exc-genc'us 1 y supplied) integri.nes cr 
their analoga obtained by the effect .jf the DP IV effectors, 
which are available to a greater extent tor the insulinotrop'ic 
stimulation of the integrine receptors of the Langerhans cells in 
the pancreas, the effectiveness of the t)ody' s c^wn insulin 
changes, which has as a cc^nsequence a stimulation of trie 
hydrocarbon metabolism of the treated organism. 

As a result, the bl^jod sugar level drops below the glurose 
concentration sharacterist ic cf hyp-erglycemia in the serum of the 



^ Numbers in the margin indicate pagination in the foreign 
text . 



treated organism. In this way, metatijlic anomalies such as 
gluc'jsur ia , hyperlipidimia, as well as possitde severe me tat'-jl ic 
acid'jsis, diabetes mellitus, which are the c-jnsequen^e C'f" Ic-riger 
increased glucose concentrations in the blood, can be reduce:! or 
soothed. 

The [process] acc-jrding to tne invent i'jn .. . 

/2 

Descr i ic-n 

The invention cc>ncerns a simpde p^rc'cess fc^r lowering rhe 
bbjod sucar concentration with the aid ^of act ivity- reaucing 
effectors ( surest rates , r^seud-o-sut'St ra t es , inhikd tc- rs , b ind in o' 
pr<oteins, antibodies, among C'tners) for enzynies witn an acoivity 
which is comparable or identical t-o tne enzymatic activity C'f the 
enzyme dipeptidyl peptiaase IV. 

Aside fr'Om prc-teases, wnich are inc-luded in the unsp^ecific 
pr-oteolysis, which in tne end causes tne degradatic-n -of p'roteins 
tc amino acids, regulat'Ory C'lCiteases are^ alS'O kn-own, whicn 
participate in the f unct i-jnal izat ic'n (ac^ivat i'On, deac.civat i on, 
mc'dulation) 'Of endogeneous pecitiae additives [?;iRSCH?'E, H . , 
LANGNER, J., RIEMANK, 3., WIoERAKDERS, B., AN30RGE, 3., and 
BC'HLEY, F' . , LysC'Somal Cysteine Prtreases, Excerp-ta Medica (Ciba 
Fcundation Sympiosium 75), 15 (1930); KRAUS3LICH, H.-G. and 
WIMMER, E., Viral Proteinases, Ann. Rev. Bic-chem. 57, 7:i 
(1937)]. Especially in connecticTi with the imimunity research and 
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the neuropeptide research have teen discovered a series of these 
so-called convertases, signal peptidases, c-r enkep'halinases 
[GOMEZ, S . , GLUSCHANKOF, F . , LEEAGE, A. , MARF'AKCHI , IJ . , and 
COHEN, P., Proc. Natl. Acad. Sci . U3A::5, ::648 (1=^88'; AN'SGF.GE, 
S. and SGHOEN E., Hisoc-chem. 82, 41 (l'?87]]. 

Because of the frequency C'f the occurrence o^f the amines acid 
proline in many peptide h'i'rmc-nes ana the structure P'rop-erties of 
the peptides cc^nnected therewith, a functi-jn which is similar oo 
that of -:r.e of the signal pep'Oioases is aiscussec fcr tne 
proline-specif ic peptidases [YAFjjN, A., The P.^ide jf Proline in 
the Prooecdytic Regula::ion C'f Ed C'l'jgical ly Active Peptides, 
Eiopolymers 26, 215 (1987); WALTER, R., SIMMONS, W.H., and 
YOSHIMOTO, T., Proline Specific Endo and Excr^ept i liases , Mol. Cell 
Biochem. 2G, 111 (1930); VANHO'JE, G., GOOSSENS, P., OE MEESTER, 
I., HENDRI?:S, J., and SCHARPE, S., Proline Mi^rifs and their 
Biological Processing, EASEB J^.urnal 9, 736 (1995) ]- The p-roline 
determines in these peptides via its special structure the 
conformation as well as also the stability c-f these p^ep^ti'des in 
that it p'rotects the same from degradation via unspecd^fic 
proteases [P:E3SLER, H., Conformation and 3i::d.'jgic Effect of 
Cyclic Pepti.des, Applied Chem. 94, : 09 (1982)]. The enzymes 
which instead have a highly specific struccure-m^jdi tying effect 
c-n seguences c-:>ntaining pr^jline iHIV p>rj:.ease, cy si jphyline, 
amjng Z'thersj are attractive ^^jals ot the current additives 
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research. Especially for the peptidases prolyl endof^ept idase 
(PEt') and dipeptidyl peptidase IV (DP IV), which divided 
accc-rding to the proline, re La t ic-nships between the mi dulat ic n of 
the biologic activity of natural peptide substrates and then 
selective separation via these enzymes can t^e made P'Ossibie. 
Therefore, c-ne can assume that PEP flays a p-art in the learning 
or in the tnought process and E'P IV is involved in tne signal 
transmission during the immune resp^i^nse [ISHIdRA, S . , TSU^'.AHARA, 
T., TABIRA, T., SHIMIZU, T., ARAHATA, , andSUGITA, H., FESS- 
Letters 260, 1 31 (1990); HEGEN, M., NIEDOBITEK, G., ?:LErK, C.E., 
STEIN, H., and FLEISCHER, B., Journal I'f Imm.unoli'gy 1 44, 290^ 
(1990) ] . 

Similar ti' the ext raiirdina ry pridine sc-ecifiiity if tnese 
enzymes, a high seleiaivity fi'i tne amini^ acid alanine is 
discussed within the typical recC'gni t ii^n areas in the sut-stiates 
of these enzymes, whereupim peptides I'lntainini: alanine can take 
on a similar conf ormat ii-n as st ru 1 1 ure-analcg priddne-cmtainino^ 
peptides. These properties of a 1 an i ne-ci-nta in i n g pieptioe ihains 
were demonstrated a short time agii [J'JDGE, F; .W. ano SG.HEr:AGA, 
H.A., Folding and Unfolding Kinetics of the Prc-li ne-t-ia 1 anine 
Mutants 0)f Bovine Pancreatic r^ib^jnuclease , A. Bii-chemi s t r y ji (j) 

I 548 (1 996) ] . 

DP IV or r)P IV-like activity (for exampde, tne i;^^tjs:)lii DP 

II has a substrate sp-ecificity almiist identical to that I'f DP I'v') 
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appear in the blo-jd circulation, where they sep^arate highly 
specific dipeptides frc^m N-terminus kdolo'gical 1 y active p^eptides 
when prcline c^r alanine represent the nei 'ghbcr i nq residues of the 
N-terminal amino acids in their sequences. Therefore, it is 
assumed that these enzymes participate in vivc- in the reaulatic^n 
of polypeptides [VANHOOF, G., GOOSENS, F. , DE MEESTE?., I,, 
HENDRIKS, D., and 3GHARPE, G., Prcline MC'tifs ana their 
Biological Prc-cessmg, FAGEP' Journal 9, 7 1-5 (1995)]. 

The gluc'i'se-depen'iient i nsul inc'trc-pdc pcdyp-ep-t ides : gastric 
inhibitory polypeptides 1-42 (GIF) _■ ) and glu<::agon-l 1 ke peptides 
amide-1 7-36 ((^LP ) r hormc^nes, which stimulate the glucose- 
inouced insulin secretion of the pancreas (alsc^ integrines) are 
sukistrates I'f Z>P IV, since tney can sep^arate in vitri' and in situ 
fro)m the N-terminal sequences of tnese peptides the dioioptides 
tyrosinyl-alanine or histidyl-a lanine [MEMTLEIN, F. , GALLWITZ, 
B., and SCHMIDT, W.E., jipeptidyl Peri'tidase IV Hydrcdyzes Gastric 
Inhibitc-ry Polypept ides , Glucagm-li ke Peptides- 1 ( 7 - 3o ) Amide, 
Peptide Histidine Methi'onine anu is Fespiin3ihd.e f-ir their 
Degradation in Human Serum, Eur. J. FiC'Chem. 214 , 829 fl993)]. 

The reducti'jn of tnis DP IV or u? IV-like enzyme activio'>' 
for separating tnese sui:>strate3 in vivC' can serve to effectively 
inhibit undesirable enzyme activity under labi-ratjry ci'niiitions 
as well as als«j in pathcdogic conditions i-f mammals [[)EMGTH, H.- 
U., F.ecent Develc-pment s in the Irreversitde Inhibition of Serine 



6 



and Cysteine Proteases, J. Enzyme Inhitdtion 3, 249-273 (199ij); 
E'EMUTH, H.-U. and HEIN3, J., On the Catalytic Mechanism of 
Dip'eptidyl Peptidase IV, in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 2 6) in 
Metabolism and the Immune F.esponse (E . EMeischer, Ed.) P. . G . 
Landes, Biomedical Publishers, Gecrgetown, 1-35 (1995j. For 
example, diabetes mellitus typ^e II (alsc diar^etes of the elderly) 
is based on a reduced insulin secreticT. or dis'trders in tne 
receptor functit^n, which among t-tners are caused in the 
prc't eo 1 ytica 1 Ly-dependent cc^ncent rat ion Eini^mai ies o f the 
integrine [BRC'WK, J.C.,, liAHL, M., KWAW?;, S., MCIKTC'SH, . H . 3 . , 
OTTE, 3.C., and PEDERSON, R.A., Peptides 2, 241 (1931); :-:HM1DT, 
W.E., SIEGEL, E.G., GALLWITZ, B., KUMMEL, H., EBERT, R., and 
CREUTZFELDT, W., Characterization of tne Insul inot rc'pi c activity 
of Fragments Zierived from Gastric Inhibitory p.:>lypec:c i des , 
Diabetology 29, 591A (1 936); ADELH<JR3T, Ph, HEDEGAARj, B.3., 
KUNDSEN, L.B., and P:iRK, 0., Structure-activity Studies of 
Glucagon-like Peptides, J. Biol. Chem. 296, 65275 (1994)]. 

Hyperglycemia and the causes 'jr side effects t": onnec te^il 
therewith (also diabetes mellitus) are treated acc-jroing tC" the 
current state of the art by administering^ insulin fft-r example, 
from material isolated or also c-btained t)y gene techn'tl'jgy from 
cattle pancreas) to the different diseased organisms in different 
ways. All the p-rjcesses kn-jwn previously as well as the modern 
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ones are characterized ty a high material expense, high cC'Sts, 
and often 

Z3 

decisive impairments of the guality c-f life of the patient. The 
classic methC'd (daily i.v. insulin injection, usually in the 
1930s) treats the acute disease symptoms, iiut leads after Icng- 
term use, amc-ng c-ther things, t-i severe vessel changes 
(atherC'Sclerosis ) and nerve damage [LACY, E' . , Status I'f Islec 
Cell Transplantation, Diabetes Care 16 (3) 76 (1993)]. 

Lately, the inst a 1 1 at ic>n I'f subcutaneous dep-ot implants (the 
insulin administration takes pLace by doses, and the oaily 
injections are eliminated) as well as the imj:)lant at ion 
(transplant) of intact Langerhans cells in the p-ancreas gland i-r 
other 'irgans 'ir tissues, which is disturbed in tneir functi'in, 
has been suggested. These transplants are technica 1 1'^' 
complicated. They also represent a surgical int e rven t icm , -whirh 
is fraught with risks, for the receiving c-rganism and require 
theref'jre methc'ds for suppressing or I'lrcumvent ing che immune 
system in cell transplants [LACY, Fu , Treating Diabetes witn 
Transplanted Cells, Sci. Americ. 21 i (1) 40-46 (1995)]. 

The, if pi'jssible, oral application of hignly refined li>w 
mc'lecular enzyme inhibitors, instead, is an ec-ini'mica 1 1 y 
advantageous alternative, for example, with resfioot to> inva.oio^e 
surgical techn'Ologies in the treatment of path<ologic ocourrences. 
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These enzyme inhibitors are therapeutically used in the meantime 
as immunosuppressive, ant iohr-jmk'C.ti r , and AIDS virC'Static 
treatments. By the chemi::al oesion of statiiJity, t ransp-j rta t ic n , 
and clearance properties, their effectiveness can be. mi^dified and 
adjusted to individual properties [SANjLER, M. and SMITH, H.J., 
Hrsg., H'esign of Enzyme Inhibitc-rs as Dru^s, ijxforc University 
Press, Oxford (1989); MUNROE, J.E., SHEPHERD, T.A., JUMOHELH, 
L.N., HORNBACK, W.J., HATCH, S.D,, MDESING, H.A., WISKERCHEM, 
M.A., SU, K.3., CAMPANALE, K.M, BAXTER, A.J., and COLASIMC', J.K., 
PC'tent, 'jralLy Bioavailable HTV-l PrC'tease Inhibicc'rs rental nmg 
Noncoded D-amino Acids, Bic^rg. Medicinal Chem. Letters : (2:-) 
2 93 7 (1995) ] . 

The ot'ject of the invent i-:r: is a simpd.e and new }:)r:'Cess for 
lowering the blo^jd glucose level, which can t^e attaine':! accM^rding 
to the invention in that, k^y acministerin^ effectors t-: mammals, 
in causal sequence the enac^genous {or also exc-genous 1 y 
administrated) insulin'jtrc'p-ic O'Cptides GIP .4- and GLE-1 (amcng 
'jthers, GLP-1^_;- or their analcgs) is less degraded by the CP r/ 
or DP IV-like enzymes, and therefijre the cc-ncent rat i'lO: recu^ticn 
of these peptide hormcines or their analogs is reduced --zr oelayed. 

The invention is based upcn the surprising finding tnat a 
reduction of the C)P IV or D? IV-like enzymatic activity azting on 
the bleed circulatiijn .is the cause fcr influencing the blc-zd 
sugar level. It was fo-und that 
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1. the reduction ot the DF IV or DP IV-like activity for a 
relative stability increase of the glucose-st imulatec; or 
externally supiplieii mtegrines (or cheir analc-gs) has as a 
consequence, that is, the integrine dec radat icTi in the blood 
can he centred led t-y applying effectors c^f the DP IV or DP 
IV- 1 i ke pr oteins ; 

2. an increased bicdc^gic oegradatic^n stability of tne 
integrines (c>r their anaicgs), which nas as a consequense a 
change of the effectiveness of endc^genc^us insulin; 

3. which increase cf stakdlity of the integrines ct'tained 
by reduction of the D? IV or D? IV-iike enzymatic activity 
in the bIC'Od results in the c-jnsequent change of the 
glucc'se-induced insulin effect, and leads therefore to a 
controllable m^jdulation of the blooa glucose level. 

The effectors of the DP IV C)r DP IV-like enzymes ar-pLied 
according to the invention can be used in pharmac^eut ical ly 
appdicable formulat ion cc^mplexes as inhik'it-jrs , sutist rat es , 
pseudo-suk'Strat es , inhikdtC'i s of the DP IV exp'ress i c-n, kanoiing^ 
prciteins, or antik^jdies C'f these enzyme prc-teins or comijinat i-jns 
of these different substances, which reduce the DP IV or DP IV- 
like protein concentration in mammals. Tne effectors accc'rding 
to the inventic'n are, f'tr example, H'P IV inh i.k'i t o r s su::n as tne 
dirieptide derivatives or dipeptide mirnetics alanyl pyrc-Iidide, 
isc'leucyl thiazcdidide , as well as the P'Seudo-subs trace N-valyl 
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p-rolyl, C'-benzciyl hydroxyl amine. <:omp«junds such as these are 
known from ohe literature [DEMUTH, H.-U., Recent Developments in 
the IrreversiiC'le Inhibition c-f Serine and Cysteine E'roteases, J. 
Enzyme InhibitiC'n 3, 249 (1 590)] or C-an oe prc^duced in anaio-i^y to 
the methC'ds described in the literature. 

The process according to the invention represents a new 
procedure ftr l<owerinc the high rl-jC'd glucc^se level in the serum 
of mammals. It is simple, c i-mme rcia 1 ly useful, and suitak'le for 
use in human medicine for the treatment esp^ecially C'f diseases, 
which are based on abC've-average t-l^j^jd gluc-^se values. 

The effectC'rs are administered in the ft-rm of p-harmaceutical 
prepara t ic^ns containing tne additive in cc-rnkdnat i ^tn with the 
usual carriers known from the state C'f the art. For examx-le, 
they are apr-liea parenteraily ( f ■: r example, i.v. in r-hysicd. jgic 
saline solutio^n) or enterally {for example, 'Orally, fe>rmulated 
with the usual carriers such as, for example, glucc'se). 

In dependence upc^n their endc-genous statd.lity and their 
bic^availak'il ity should take place single but als'j multip-le 
administrations of effectors to i-btain the ciesired nc-rmali zati'tn 
of the blood gluctise values. Ec-r example, in the case 'tf 
aminoacyl thiazolididene, the d-i-sage range t'f effector substance 
sht'Uld lie between 1.0 mg and 10.0 mo of per kilogram. 
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Exemplar y Emt- o d i me n t s 
Example 1 

In Situ Inhibition of the DP IV-oatalyzed Hydrolysis of the 
Integrines GIP _. and GLE'-l-_,,^ 
In vitro with p'urified enzyme as well as alsc in situ, f'jr 
example, in polarized human serum, the hydrolysis c-f integrines 
caused by DP IV or DP IV-like activity can be detected c^r 
suppressed with the aid of innibiocrs (Pig. 1). 

According to the invention, rhe cc^mpilete in situ suppression 
of the enzyme-catalyzed hydrolysis C)f both oepti^ie hc-rmcTies i.s 
achieved by incubaticai of 30 uM GIP;_.: or 30 uM GLP-1 and 2C jiM 
isoleucyl thiazolidide (la), a reversik>Ie DP IV inhik-itC'r in 1.0% 
serum witn a pH C'f 7.6 and BO^'C within 24 h:'Uis ( Ih* and Ic, each 
upper spectra, synthetic GIP _.; (5 uM) and synthetic GLP-1 (15 
UM) were incubated fcir 24 hours with human serum [2:01) in 0.1 Mm 

lA 

of TF:rGINE puffer with a pH of 7.6 and 3 0°G. Samples of the 
incubatic'n formulations (fc-r GIP _. of 2.5 pmol and in the case 
of GLP-1 7.5 pmol) were extracted at (jifferent times. The 

samples were co-crystallized with i ' , 6 ' -dihydroxy acett>phenone as 
matrix and were analyzed by means 'tf MALDI-TOip mas s-spect romet ry . 
The spectra (Fig. 1) rep'resent accumulations of 25 0 individual 
laser sheets per samp'le. 
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(It) The signals in the range ■: f m/z 4 930.1 ± 5.3 corresp'Ond 
to G1P._4. (M4975.6) and these in the range of m/z 4745.2 ± 
5.5 to the E'P IV hydr-olysis pr-:duct GIP,., (M474M.4). 
(Ic) The signals in the range -z-f m/z 3325.0 ± 1.2 cC'rresp-jnd 
to GLP-1 (M32 97.7) and tho^se in zhe range of n/z 311 o. 7 + 
1.3 to the jP IV hydrc'lysis fr-jduot <3LP-1._.,^ (M3'J89.6). 
In rhe test f ormulat ic^ns without inhiiidror, the intogrines 

were cc-mpletely aegraded during this time (Figs. Ih' and lo, each 

lower sped ra ) . 

Example 2 

In Vivo Inhibit ic:.n of the Degradation C'f GLP;_; voa 
the DP IV Inhibitor- IsC'leucyl Thiazolidide 

If the metat'olism C'f the native integrines (here GLE'-l _,.) 
in the serum c>f rats is follc^wed in dep^endence in the p:>resenoe of 
the DP IV innibitor isoleucyl thiazc'lioide fi.v. inject ic'n -^f a 
1.5 laM inhibitor solution in 0.9% saline solution) v;itn resf^ect 
to a console^ then, witn a cc-ncent ration of the inhi;:'itor 
isoleucyl thiazolidide of approx. 0.1 mg/f:g of lab rat in tne 
inhibitC'r-t reatea test animal (n = 5), nc' aegra<:lati coi of the 
insulinc' tropic peptide norm-jne C:;LP-1_,,^ was observeti during the 
course C'f the testing time (Fig. 2). 

To detect the metabolites in the presence and atisence :f the 
DP IV inhibit'jrs (20 minutes after C'reviC'US i.v. inhibitor jr 
saline soluticiu), the test or cC'ntrc-1 animals received i.v. 50- 
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100 pM ' I-GLP-l-._;,: (specific activity approx. 1 uMCi/pM) . BloDd 
samples were extracted after 2-5 minutes and the plasma was 
extracted by means c-f 20% acetonitrile. Afterwaro, the peptide 
extract was separated by means of RP-KPLC ana the radio-activity 
of the fractic>ns was analyzed in a Y~-^'-^^^ter . The found 
activity was in cpm (inciicated at ci-unos per minute zo maximum; . 

Example 3 

In Vivo MC'dulation of tne Insulin Effect and I^rop c-f tne 
Blood Glucose Level After i.v. Application of the 
DP IV Inhiiidtcr Isoleusyl Thiazolidiae 

C)n the rat, whicn had rieen -jlucc-se-st im.ulat ed via an 
intraduodenal (i.d.) injectic'n cO'Uid be observeci a time-delayed 
drop of the glucose level caused by the inhiioit'jr effect via the 
i.v. administration of different DP IV effectors, fc-r example, of 
0.1 mg isoleucyl thiazolidide per Kg of rat. This effect is 
oosage-dependent and reversiole after reducing the infusic-n of 
0.05 mg/min of the DP IV inhioitC'r isjleucyl oh i a Z'j 1 id i de per Kg 
of rat. The i.v. applicati'jn jf the identical gluccse quantities 
of inhibitor-treated and contr-jl animals shc'ws nc' comparable 
difference in contrast to the i.d. gluc-jse-so imulated teso 
an i ma Is . 

Eig. 3 clarifies these connocoiijns at one inhititC'r- 
dependent changes of the plasma c^arameter: A - DF' IV activity, B 
- plasma insulin level, C - blciod glucose level. 
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The test animals (n = 5, male Wistar rats, 200-225 g) 
received as initial d-ose 1.5 laM of isoleucyl thiaz Dlidide in 
0.9% saline sC'lutic^n i. A) or the same vcilume of saline 
solution without inhioitor (■) (control group n = 5). The test 
group received alsc- an infusion of tne inhik)itor of 0.75 luM/min 
over 30 minutes testing time (^i. The control grc-up was infused 
during tnis same time with an inh ibi ^-or- f ree 0.9; saline 
soluti'in. At the time point t =^ 0, :he animals received i.d. a 
glucose dose of 1 g/?'g c-f 40% dexorose soluti'On (w/v) . 

31-jod samples were extracted fr-jm all the test animals at 10 
minute intervals. GiucC'Se measurements tc-ok C'lace in tne full 
blood (Lifescan One Tcucn II analyzer) during the Jp IV activity 
and the insulin concent rat i^ons in the plasma were determined. 

The insulin test applied herein is sensitive jC'etween 10 and 
160 mU/ml [PEDERSON, P.. A, BUCHAM, A.M. 2., ZAHEDI-A3H, S., CHEN, 
C.B., & BROWN, J.C,, Reg. Peptides 3, :.3-0.3 (1 982)]. Tne DP IV 
activity was spect rophotc-met r lea 1 ly determined [2EMUTH, H.-U. and 
HEINS, J., On the Catalytic Mechanism of Edpeptidyl Peptidase IV 
in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in Metabclism and the ImoTLune 
Respo^nse (B. Fleischer, Ed.), R,G. Landes, Biomedical Publishers, 
Gec-rgetC'wn , 1-35 (1995)]. All the measured values are imdicated 
as mean values with standard deviatic^ns. 
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t'atent Claims 

1. Use of effectors the dipeptidyl peptidase (DP IV) or 
DP IV- like enzyme activity fi^r Ic waring che blc'cd sugar 
level under the glucose c<: n ::ent rat io-n characteristic o-f 
hyperglycemia in the serum :f a mammal. 

2. Use accc-rding to^ claim 1, characterized in that the 
administration of effectors of the DP IV or I'P IV-like 
enzyme activity serves fc^r preventing or lowering in mammals 
path'jlc'gic metabolism anomalies selected among glucosuria, 
hyper lipidimia, metar^olic acidosis, and diat-etes mellitus. 

3. Use according tc claim 1, characterized in that as 
effectors of the dipeptidyl peptidase (DP IV) t^r DP IV-like 
enzyme activity can t-e used sut-strates, pseucC'-suh st rates , 
inhibitors of the DP IV express i-on , kiinding pro'teins, or 
antibodies of these enzyme proteins, or combinat ic-ns of the 
ment icined effectors . 

Attached hereto are :■ sheets of drawings 

- Blank Page - 
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p:eys to Fig. 1: (1) 20 ]aM I le-thiazol idide ; (2) without 
inhibitor; (3) relative intensity; (4) 1 le-thiazolidide ; (5) 20 
ViM I ie-thiazolidide ; (6) without inhi-bitc-r. 

Fig. 1: MALDI-T'jF Analysis of the jE' IV Catalyzed Hyorolysis of 
GIP^_^ (b) and GLF-_., and their Inhibition via Isoleucyl 
Thiazolidide (a) 

12. 

Keys to Fig. 2: (1) Centred; (2) Inhibitc^r-t rear eo; (3) Elotion 
Time (min) . 

Fig. 2: In Vivo HPLC Analysis of the Serum Presence of GLP-I 

Metabolites in the Presence and in the Absence of DP IV 
InhibitC'rs I soleucyl Thiazcd idide 

lA 

Keys to Fig. 3: (1) rel. DP IV activity; (2) inhibitor start 
dose; (3) Glucose cone, relative to normal; (4) Time (min). 

Fig. 3: Influence of the DP IV InhibitC'r Isoleucyl Tniazolidide 
on Cliff erent Blood Parameters C'f i.d. Glucc-se- 
stimulated Rats 



17 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 



Numnner: 
Int. 

Offenlegungstag: 



DE 19618486 A1 
A61 K 39/395 

30. Oktober1997 




Abb, 1 : MALDI-TOF- Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIPm2 (b) und 
GLP-7-36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazolidid (a). 
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Abb. 2: HPLC-Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und in 
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo. 
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Abb. 3 Einflufl des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid auf verschiedene 
Blutoaraineter der r^.-Glukose-stimulierten Ratte. 
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